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产气荚膜梭菌产气荚膜梭菌Beta1毒素通过毒素通过P2X7-Ca2+轴诱导巨噬细胞焦亡和轴诱导巨噬细胞焦亡和
铁死亡铁死亡
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摘要：目的  探索P2X7受体调控钙稳态失调介导的产气荚膜梭菌Beta1毒素毒理机制，为Beta1毒素致病机制的研究提供新思

路。方法  将20只10日龄BALB/c乳鼠随机分为对照组、rCPB1组、PD151746组、PD151746＋rCPB1组，5只/组。对照组灌胃

PBS，rCPB1组灌胃 rCPB1，PD151746组灌胃抑制剂PD151746，PD151746＋rCPB1组先灌胃PD151746，2 h后再灌胃 rCPB1。

采用抗体芯片技术检测空肠的炎性因子的表达，在体内水平揭示钙稳态失调在Beta1毒素导致机体炎性损伤中的调控作用；进

一步使用 si-RNA-P2X7并经 rCPB1处理THP-1细胞后，分别检测细胞存活率，Ca2+、ROS和ATP水平，以及细胞焦亡和铁死亡的

标志性检测指标，在体外水平揭示P2X7受体调控钙稳态失调介导的Beta1毒素的毒理机制。结果  rCPB1灌胃乳鼠后，空肠组

织中有多种炎性细胞因子表达升高（P<0.05），而用PD151746治疗后，其表达水平下降（P<0.05）。成功建立P2X7受体沉默细

胞模型；P2X7受体沉默后，细胞存活率升高（P<0.05）、Ca2+、活性氧、三磷酸腺苷水平以及细胞焦亡和铁死亡的标志性检测指标

均下降（P<0.01）。结论  P2X7受体介导的Beta1毒素功能性孔形成，能够进一步导致钙稳态失调，从而触发活性氧过度积累，进

而诱导细胞焦亡和铁死亡共同发生。
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Abstract: Objective  To explore the toxic mechanism of Clostridium perfringens Beta1 toxin mediated by P2X7 receptor-induced 
calcium dyshomeostasis. Methods  Ten-day-old BALB/c mice were randomly divided into control group, recombinant Beta1 
toxin (rCPB1) group, PD151746 group, and PD151746+rCPB1 group, and all the treatment agents were administered by 
gavage. The changes in expressions of inflammatory factors in the jejunum of the mice were detected using antibody chip 
technology to explore the regulatory role of calcium dyshomeostasis in Beta1 toxin-induced inflammatory injury level. In the 
cell experiment, THP-1 cells were transfected with a si-RNA targeting P2X7 receptor and treated with rCPB1, and the changes 
in cell survival rate, levels of Ca2+ , ROS and ATP, and expressions of pyroptosis and ferroptosis markers were determined. 
Results  Oral administration of rCPB1 significantly increased the levels of inflammatory cytokines in the jejunal tissue of the 
neonatal mice, but their levels were significantly decreased after treatment with PD151746. In THP-1 cells, rCPB1 treatment 
significantly decreased cell survival and increased the levels of Ca2+ , ROS, ATP and the expressions of pyroptosis and 
ferroptosis markers, and these changes were obviously attenuated by P2X7 receptor knockdown. Conclusion  P2X7 receptor-
mediated functional pore formation by Beta1 toxin can further lead to calcium dyshomeostasis, thereby triggering excessive 
accumulation of ROS to subsequently induce the co-occurrence of pyroptosis and ferroptosis.
Keywords: Clostridium perfringens Beta1 toxin; P2X7 receptor; calcium dyshomeostasis; pyroptosis; ferroptosis

产气荚膜梭菌（Clostridium perfringens）是一种专

性厌氧的革兰阳性细菌，也是人和动物的肠道常在菌［1］；

作为条件致病菌，研究发现该菌的每种毒素都与人和动

物的各种肠道毒性和组织毒性疾病有关，对人和家畜均

具有致病性［2］。因此，研究产气荚膜梭菌所分泌的毒素

的致病机制并进一步采取有效的防控措施显得十分必

要。Beta1毒素是其主要的致死性毒素之一，能够导致

坏死性肠炎。当肠道受到病原体刺激时会激活各种巨噬

细胞，引发肠道炎症，造成肠损伤［3］。即便Beta1毒素导

致肠黏膜上皮损伤，目前的研究更倾向于这种损伤是由

Beta1毒素导致肠固有层巨噬细胞损伤形成后引发的继

发性损伤，而不是肠黏膜上皮作为Beta1毒素的直接靶

标导致。有学者推测Beta1毒素作用于易感细胞THP-1

细胞后，可能通过与P2X7受体（一种ATP受体，主要在

免疫细胞和上皮细胞中表达）结合，在膜上寡聚化形成

功能性孔，导致 Ca2+内流，引起细胞损伤甚至细胞死

亡［4-6］。然而，目前对P2X7受体介导的Beta1毒素成孔后

引起的细胞毒性的确切机制以及会导致何种细胞死亡
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方式仍有待阐明。本课题组前期研究发现，Beta1毒素

导致THP-1细胞成孔所引起的Ca2+内流能够导致胞内

钙稳态失调从而引发线粒体损伤，触发活性氧（ROS）过

度积累，进而发生细胞焦亡和铁死亡［7-9］。然而，这种由

钙稳态失调介导的Beta1毒素诱导细胞发生炎性死亡

的毒理机制是否由P2X7受体调控尚未可知；钙稳态失

调在Beta1毒素诱导机体炎性损伤中的调控作用还需

进一步验证。基于此，本研究通过构建动物模型，旨在

体内水平揭示钙稳态失调在Beta1毒素导致机体炎性

损伤中的调控作用；通过构建细胞模型，旨在体外水平

揭示P2X7受体介导的Beta1毒素功能性孔形成，能够

进一步导致胞内钙稳态失调，从而触发ROS过度积累，

进而诱导细胞焦亡和铁死亡共同发生的毒理机制。本

研究可能为治疗Beta1毒素引起的疾病提供新的策略。

1  材料和方法

1.1  细胞系及所需试剂

本实验所用THP-1细胞购自中国科学院细胞库，

重组Beta1毒素（rCPB1）纯化蛋白的制备如既往文献所

述［7］。其余试剂：钙蛋白酶抑制剂PD151746（MCE）［10］；

Lipofectamine™ iMAX 转染试剂、BODIPY™ 581/591 

C11 荧 光 探 针（Thermo fisher）；NLRP3 抗 体（Cell 

Signaling Technology）；caspase-1 抗 体（Abcam）；

GSDMD、NQO1、HMOX1、GPX4、xCT抗体（Abmart）；

GAPDH、P2X7、HRP标记二抗（Proteintech）；CCK-8试

剂盒（Biosharp）；Fluo-4 AM荧光探针、活性氧检测试剂

盒、ATP检测试剂盒、MDA检测试剂盒（碧云天）。

1.2  实验动物

本研究动物实验获得宁夏大学科技伦理委员会的

批准（伦理批号：NXU-2024-196），使用许可证号：

SYXK（宁）2020-0001。7只 SPF级BALB/c孕鼠购自

北京维通利华实验动物技术有限公司，常温培养于12 h

明暗交替的动物实验室，保证其自由饮水、摄食。由孕

鼠繁育的20只乳鼠长至10日龄后进行实验。

1.3  细胞培养

使用RPMI 1640完全培养基培养THP-1细胞。计

数后，将细胞按 1×106/孔的密度接种到 6孔板中，或按

8×103/孔的密度接种到96孔板中，过夜培养。

1.4  免疫印迹

将所提取的蛋白样品进行电泳后，转印至0.45 μm 

PVDF膜上，5%脱脂牛奶常温封闭1 h；4℃过夜孵育一

抗（P2X7 1∶1000，NLRP3 1∶1000，caspase-1 1∶1000，

GSDMD 1∶1000，NQO1 1∶1000，HMOX1 1∶1000，

GPX4 1∶1000，xCT 1∶1000），回收所用抗体，洗膜；加入

二抗（GAPDH 1∶1000），室温孵育2 h；回收二抗，洗膜，

放至暗盒曝光成像。

1.5  细胞转染

将细胞接种到相应孔板中，按照说明书分别加入

Opti-MEM培养基、Lipofectamine™ iMAX转染试剂和

siRNA，引物由生工生物合成，引物序列（表1），至少培

养24 h。

1.6  细胞存活率的检测

将细胞接种到96孔板中，100 μL培养基/孔，每组

设置 6 个重复孔。细胞转染后，以 ID50 的剂量加入

rCPB1进行处理［9］。加入10 μL/孔CCK-8溶液，2 h后，

使用多模式微孔板检测仪检测A450 nm值并记录数据。

1.7  Ca2+的检测

将细胞接种到6孔板中，每孔2 mL培养基。处理

后，弃去培养基，用PBS清洗细胞3次。每孔加入Fluo-

4 AM工作液（用PBS将母液稀释至1 μmol/L），37 ℃避

光孵育30 min。离心收集细胞，用PBS洗涤后，通过荧

光显微镜检测荧光强度（488/530 nm）。

1.8  ROS的检测

将细胞接种到6孔板中，处理后，弃去培养基，每孔

加入2'，7'-二氯荧光素二乙酸酯（DCFH-DA）工作液（终

浓度为 10 mmol/L，用 2 mL RPMI 1640培养基稀释），

37 ℃避光孵育30 min。离心收集细胞，用PBS洗涤后，

通过荧光显微镜检测荧光强度（488/530 nm）。

1.9  三磷酸腺苷（ATP）的检测

将细胞接种到 6孔板中，处理后，弃去培养基，用

PBS清洗细胞3次。收集细胞并裂解（200 μL裂解液），

离心以获得上清液。按照说明书吸取100 μL ATP检测

工作液，在室温下孵育5 min。然后依次从每个样品的

混合液（上清液和ATP检测工作液）中吸取20 μL加入

96孔板中，使用多模式微孔板检测仪检测并记录数据。

1.10  丙二醛（MDA）的检测

将细胞接种到 6孔板中，处理后，弃去培养基，用

PBS清洗细胞3次。收集细胞并裂解（150 μL裂解液），

离心以获得上清液。按照说明书吸取100 μL样品（上清

液），加入200 μL MDA工作液，金属浴100 ℃煮15 min，

冷却至室温后1000 g离心10 min。然后依次吸取200 μL

表1　siRNA引物序列
Tab.1　　Sequences for interference of P2X7 receptor

siRNA

siRNA-P2X7-1

siRNA-P2X7-2

siRNA-P2X7-3

Sequence

F: GGAUAGCAGAGGUGAAAGATT

R: UCUUUCACCUCUGCUAUCCTT

F: AGAUCUACUGGGACUGCAATT

R: UUGCAGUCCCAGUAGAUCUTT

F: GGAUGGACCCGCAGAGCAATT

R: UUGCUCUGCGGGUCCAUCCTT
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上清到96孔板中，使用多模式微孔板检测仪检测并记

录A532 nm值。

1.11  脂质过氧化反应的检测

将细胞接种到 6孔板中，处理后，弃去培养基，用

PBS清洗细胞3次。每孔加入2 μL BODIPY® 581/591 

C11试剂，37 ℃避光孵育30 min。用PBS洗涤后，通过

荧光显微镜检测荧光强度（581/591，488/510 nm）。

1.12  PD151746与rCPB1共处理乳鼠模型的建立

选择10日龄健康的BALB/c乳鼠20只，随机分为4

组：对照组、rCPB1组、PD151746组、PD151746+rCPB1

组，5只/组。对照组：用注射器吸取100 μL PBS，连接乳

鼠适用灌胃针，小心缓慢地将液体推入乳鼠食道，于保

温箱中观察；rCPB1 组：用注射器吸取 100 μL rCPB1

（150 μg）进行灌胃；PD151746组：用注射器吸取100 μL 

PD151746 工作液（120 μg）进行灌胃；PD151746+

rCPB1组：先灌胃100 μL抑制剂工作液，再于2 h后灌

胃100 μL rCPB1，6 h后收样。

1.13  乳鼠空肠组织的炎性因子抗体芯片检测

取各组乳鼠的空肠组织保存于干冰中，送至广州

RayBiotech生物技术有限公司检测炎性因子的表达。

1.14  统计学分析

采用GraphPad Prism 8.0软件进行统计分析。计

量资料以均数±标准差表示，组间比较采用单因素方差

分析。以P<0.05为差异有统计学意义。所有数据均在

至少3次独立实验后获得。

2  结果

2.1  乳鼠剖检结果

与空白对照组相比，rCPB1组乳鼠均出现不同程度

的萎靡、震颤、食欲消失等症状，临床剖检发现其肠壁因

充满气体扩张而菲薄，肠壁黏膜出血呈现血肿状态；而

PD151746+rCPB1组乳鼠出现了轻微的萎靡症状，剖检

时观察发现消化道未出现明显病理变化（图1）。

2.2  炎性因子的抗体芯片检测结果

与对照组相比，rCPB1组 IL-1β、IL-2、IL-4、IL-10、

IL-17、IL-21、IL-23及TNF-α表达升高（P<0.05，表2）。

与 rCPB1组相比，PD151746+rCPB1共处理组中

GM-CSF（P<0.01）、IL-1β（P<0.001）、IL-2（P<0.05）、

IL-3（P<0.01）、IL-4（P<0.001）、IL-5（P<0.01）、IL-10

（P<0.001）、IL-12p70（P<0.05）、IL-17（P<0.01）、IL-21

（P<0.05）、IL-23（P<0.01）、IFN-γ（P<0.01）表达下降

（表3）。

2.3  鉴定P2X7受体的沉默效率

Western blotting结果显示，与Ctrl组相比，P2X7受

体蛋白表达上调（P<0.001，图2）。继而设计P2X7受体

蛋白的 siRNA以下调其表达量，结果显示3条 si-P2X7

均能下调THP-1细胞中P2X7受体的蛋白表达量，其中

si-P2X7-3的基因敲减效果更好（P<0.001，图2）。后续

均采用si-P2X7-3进行siRNA干扰实验。

2.4  P2X7受体对Beta1毒素诱导后细胞存活率的影响

CCK-8结果显示，相较于Ctrl组，rCPB1诱导THP-1

细胞后细胞存活率下调（P<0.001，图3）；相较于 rCPB1

组，敲低 P2X7 受体与 rCPB1 组的细胞存活率上调

（P<0.05，图3）。

PBS                                      rCPB1                             PD151746                     PD151746+rCPB1

图1　乳鼠灌胃后消化道病变观察
Fig.1　Gastrointestinal lesions in suckling mice after gavage of different agents.
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表2　空肠组织中rCPB1组与对照组差异表达的炎性因子
Tab.2　　Differential expression of inflammatory factors in the jejunal tissue between Beta1 toxin group and blank control group

Protein ID

IL-1β

IL-4

IL-17

IL-21

IL-23

TNF-α

IL-10

IL-2

IL-9

IL-5

IL-15

IL-12p70

IL-13

GM-CSF

IL-6

IFN-γ

IL-3

G-CSF

IL-7

IL-1α

AveExp.R

11.038471

10.367004

11.149417

12.077335

11.225443

11.054078

11.594167

11.624989

10.103333

10.910604

8.952885

10.626989

8.279287

11.105001

10.714897

11.600352

10.335866

6.169542

4.832278

10.786292

AveExp.NC

9.952830

8.840474

9.917431

11.492716

9.751727

7.873779

10.449359

8.212568

7.685385

9.888081

6.671663

9.659774

5.954063

10.092616

9.905783

11.329201

9.441554

4.829909

4.495829

10.839428

logFC

1.085640

1.526530

1.231985

0.584619

1.473716

3.180298

1.144807

3.412420

2.417947

1.022522

2.281222

0.967215

2.325224

1.012384

0.809113

0.271151

0.894311

1.339633

0.336449

-0.053135

P

0.014842

0.012641

0.011102

0.016853

0.020574

0.024354

0.032358

0.039846

0.053630

0.072574

0.076890

0.093436

0.190672

0.353971

0.430292

0.441625

0.495537

0.575135

0.857724

0.954795

Foldchange

2.122318

2.880921

2.348900

1.499643

2.777363

9.064948

2.211166

10.647333

5.344102

2.031467

4.860896

1.955062

5.011438

2.017243

1.752134

1.206770

1.858723

2.530870

1.262645

0.963839

Regulation

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Down

Threshold

True

True

True

True

True

True

True

True

False

False

False

False

False

False

False

False

False

False

False

False

表3　空肠组织中PD151746+rCPB1组与rCPB1组差异表达的炎性因子
Tab. 3　　Differential expression of inflammatory factors in the jejunal tissue between PD151746 and Beta1 toxin co-treatment 
group and Beta1 toxin treatment group

Protein ID

IL-1β

IL-4

IL-10

IFN-γ

GM-CSF

IL-3

IL-23

IL-5

IL-17

IL-2

IL-12p70

IL-21

IL-7

IL-6

IL-9

TNF-α

IL-13

G-CSF
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-0.617301
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0.337903

0.337903

0.511964

Foldchange

0.246474
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0.289323
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0.684345
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2.5  P2X7受体对Beta1毒素诱导后Ca2+水平的影响

Fluo-4 AM探针的荧光结果显示，相较于Ctrl组，

rCPB1诱导THP-1细胞后Ca2+探针着色的阳性细胞增

多，而相较于 rCPB1组，敲低P2X7受体与 rCPB1共处

理组的阳性信号降低（图4）。

2.6  P2X7受体对Beta1毒素诱导后ROS水平的影响

DCFH-DA探针的荧光结果显示，相较于Ctrl组，

rCPB1诱导THP-1细胞后ROS探针着色的阳性细胞增

多，而相较于 rCPB1组，敲低P2X7受体与 rCPB1组的

阳性信号降低（图5）。

2.7  P2X7受体对Beta1毒素诱导后ATP水平的影响

相较于Ctrl组，rCPB1诱导THP-1细胞后ATP水平

升高（P<0.01，图6）；相较于rCPB1组，敲低P2X7受体与

rCPB1组的ATP水平降低（P<0.01，图6）。

2.8  P2X7受体对Beta1毒素诱导后细胞焦亡和铁死亡

的影响

相较于Ctrl组，rCPB1诱导THP-1细胞后焦亡相关

蛋白 NLRP3（P<0.01）、caspase-1（P<0.001）、GSDMD

（P<0.001）表达上调，铁死亡相关蛋白 HMOX1（P<

0.001）表达上调，xCT（P<0.001）、GPX4（P<0.01）、

NQO1（P<0.01）表达下调；相较于 rCPB1组，敲低P2X7

受体与 rCPB1 组的 NLRP3（P<0.001）、caspase-1（P<

0.001）、GSDMD（P<0.001）、HMOX1  （P<0.01）蛋白

表达下调，xCT（P<0.001）、GPX4（P<0.001）、NQO1

（P<0.01）蛋白表达上调（图7）。

相较于Ctrl组，rCPB1诱导THP-1细胞后MDA水

平上调（P<0.001，图8A），脂质过氧化反应增强（图8B）；

相较于 rCPB1组，敲低P2X7受体与 rCPB1共处理组的

MDA水平下调（P<0.01，图8A），脂质过氧化反应减弱

（图8B）。

Ctrl                                                 si-P2X7                                               rCPB1                                         si-P2X7+rCPB1

图4　THP-1细胞沉默P2X7受体后的Ca2+水平
Fig.4　P2X7 receptor knockdown decreases Ca2+ levels in rCPB1-treated THP-1 cells. Negative Ca2+ signal is seen in Ctrl group and       
si-P2X7 group, and positive Ca2+ signal (green) is shown in rCPB1 group and si-P2X7+ rCPB1group.
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图2　THP-1细胞沉默P2X7受体后的蛋白表达
Fig.2　Decreased P2X7 receptor protein expression in THP-1 cells with P2X7 receptor knockdown. 
***P<0.001 vs Ctrl (n=3).
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图3　THP-1细胞沉默P2X7受体后的存活率
Fig. 3　P2X7 receptor knockdown increases viability 
in rCPB1-treated THP-1 cells. #P<0.05 vs rCPB1;   
***P<0.001 vs Ctrl (n=3).
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3  讨论

炎症本是一种保护性免疫反应，有利于清除感染

源，但非可控的过度的炎症会带来自身免疫损伤；在重

症监护室中，炎症因子风暴是导致脓毒症患者高死亡率

的主要机制；而产气荚膜梭菌Beta1毒素可导致人和动

物患致死的坏死性肠炎，引起肠黏膜和肠固有层的广泛

损伤，甚至引发多器官损伤，最终导致动物死亡［11］。由

此推测，可能是由于Beta1毒素异常激活免疫细胞并促

使其大量分泌炎性因子，引发过度炎症反应，导致坏死

性肠炎，具体机制需要进一步阐明。

有学者认为高剂量的产气荚膜梭菌CPE毒素通过

在膜上成孔导致Ca2+的大量流入和强烈的钙蛋白酶激

活，会导致坏死样的细胞形态变化［12］；类似地，本课题组

前期在细胞水平揭示了Beta1毒素通过导致胞内钙稳

态失调从而引发巨噬细胞焦亡和铁死亡，进而导致细胞

炎性水平升高的损伤机制［9］；因此，结合文献调研，本文

推测这种在肠道固有层巨噬细胞中由钙稳态失调介导

的炎性水平升高可能会通过级联反应造成细胞因子风

暴，导致固有层发生炎性损伤，引发肠炎。

为了证实上述推测，鉴于Beta1毒素导致机体发生

坏死性肠炎的天然感染途径是消化道，本研究选择灌胃

操作进行造模；鉴于Beta1毒素对胰蛋白酶敏感，胰蛋白

酶可以完全抑制其活性，新生动物产生的胰蛋白酶量较

低，因此容易被Beta1毒素感染［13， 14］，本研究选择乳鼠进

行造模。本研究结果显示，rCPB1导致乳鼠肠道肠壁因

充满气体扩张而菲薄，肠壁黏膜出血呈现血肿状态，与

课题组前期研究中腹腔注射产气荚膜梭菌C59-2菌株

培养上清（即天然毒素）后的成年小鼠结果［15］一致，表明

rCPB1感染动物的模型造模成功。另外，相较于对照

组，单独灌胃 rCPB1的乳鼠均出现明显的病理反应，灌

胃PD151746和 rCPB1的乳鼠的症状则明显改善，表明

缓解钙稳态失调能够改善Beta1毒素导致的乳鼠肠道

损伤情况，提示钙稳态失调可能是Beta1毒素致病机制

的关键因素。

有研究通过细胞因子抗体芯片技术检测小鼠结肠

组织中多种炎症介质水平，发现处理组炎性因子水平升

高，治疗组与其相比炎性水平则降低；并据此认为处理

组小鼠结肠炎症反应明显，治疗组能够有效抑制小鼠肠

道炎症［16］；部分研究结论与之类似［17-19］。鉴于Beta1毒

素所引起的坏死性肠炎受损害最严重的部位主要是空

肠，本研究检测了乳鼠空肠组织中炎性因子的表达水

平，发现相较于空白对照组，rCPB1组中共有 IL-1β等8

个炎性细胞因子水平升高；而相较于 rCPB1 组，

PD151746和rCPB1共处理组中共有IL-1β等12个炎性

细胞因子水平降低，这与上述研究一致。以上表明，

Beta1毒素组乳鼠空肠炎症明显，钙蛋白酶的抑制剂

PD151746通过缓解胞内钙稳态失调的情况能够有效抑

制乳鼠肠道炎症。这进一步证实，Beta1毒素导致机体

炎性损伤的机制由钙稳态失调介导。

本研究进一步通过体外实验研究钙稳态失调介导

的Beta1毒素的毒理机制。鉴于P2X7受体具有强大的

促炎和细胞毒性功能，会加剧疾病进展和相关组织的损

伤［20， 21］，本研究检测 rCPB1作用THP-1细胞后P2X7受

体的蛋白表达水平，发现其升高，而当 rCPB1作用于

P2X7受体沉默细胞株后，P2X7受体的蛋白表达则下

降，这提示P2X7受体在Beta1毒素的致病机制中具有

重要调控作用。

Ctrl                                                 si-P2X7                                               rCPB1                                         si-P2X7+rCPB1

图5　THP-1细胞沉默P2X7受体后的ROS水平
Fig. 5　P2X7 receptor knockdown decreases ROS levels in rCPB1-treated THP-1 cells. ROS signal is negative in Ctrl group and           
si-P2X7 group and positive (green) in rCPB1 group and si-P2X7+rCPB1 group.

1.5

1.0

0.5

0

**

rC
PB1+

si-
P2X

7

si-
P2X

7

rC
PB1

Ctrl

R
el

at
iv

e 
A

T
P 

va
lu

e ##

图6　THP-1细胞沉默P2X7受体后的ATP水平
Fig.6　P2X7 receptor knockdown decreases ATP 
levels in rCPB1-treated THP-1 cells. ##P<0.01 vs 
rCPB1, **P<0.01 vs Ctrl (n=3).
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有研究表明P2X7受体的激活会导致Ca2+内流异

常，从而导致线粒体超负荷、线粒体膜电位崩溃、线粒体

通透性转换孔打开，最终导致线粒体断裂［22］；有研究发

现Ca2+内流至少部分由P2X7受体介导［23］。Beta1毒素

作为穿孔毒素，能够在细胞膜上形成功能性孔，导致

Ca2+内流［24］；钙离子浓度异常升高会激活钙蛋白酶，进而

引发胞内钙稳态失调。以上提示，Beta1毒素在易感细

胞膜上成孔导致的钙稳态失调，可能由P2X7受体介导。

为此，本研究检测Ca2+水平，发现 rCPB1诱导THP-1细

胞后，Ca2+水平升高，而当 rCPB1作用于P2X7受体沉默

细胞株后，Ca2+水平下降。有学者发现P2X7受体介导的

Ca2+内流，能够进一步诱导线粒体ROS的产生［25］；本研

究发现 rCPB1作用于P2X7受体沉默细胞株后，ROS水

平显著下降。以上表明，P2X7受体介导Beta1毒素成孔，

从而导致钙稳态失调，会进一步诱发ROS的过度产生。

ROS在细胞焦亡和铁死亡的触发中均具有重要作

用。P2X7受体被称为“细胞死亡受体”，是一种有效的

细胞死亡激活剂，能够通过产生具有 Ca2+依赖性的

ROS，激活NLRP3炎性小体［26］，且P2X7受体还被证明

响应于ATP的直接激活或病原体的攻击而促进细胞焦

亡［27］；另有研究发现敲除P2X7受体，能够显着减轻血管

紧张素 II诱导的心脏细胞铁死亡，P2X7受体与铁死亡
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图7　THP-1细胞沉默P2X7受体后细胞焦亡、铁死亡相关蛋白的表达
Fig. 7　Expressions of pyroptosis- and ferroptosis-related proteins in THP-1 cells with rCPB1 treatments, P2X7 
receptor knockdown, or both. **P<0.01, ***P<0.001 vs Ctrl; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs rCPB1 (n=3).
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之间具有潜在的相互作用［28， 29］。以上提示，P2X7受体

介导Beta1毒素成孔所引发的胞内钙稳态失调，可能进

一步诱导细胞同时发生细胞焦亡和铁死亡。为此，本研

究通过实验发现 rCPB1诱导THP-1细胞后，ATP水平，

细胞焦亡相关蛋白NLRP3、caspase-1、GSDMD的表达

水平，铁死亡相关蛋白HMOX1的表达水平，以及MDA

和脂质过氧化反应均升高，抗氧化因子 xCT、GPX4、

NQO1的表达水平下降，表明Beta1毒素诱导THP-1细

胞发生了焦亡和铁死亡；而当 rCPB1作用于P2X7受体

沉默细胞株后，相关结果表明下调P2X7受体的表达水

平逆转了Beta1毒素诱导的细胞焦亡和铁死亡。以上

证实，P2X7受体介导Beta1毒素成孔，从而导致胞内钙

稳态失调，进而导致ATP合成过度、ROS大量积累，最

终诱导细胞焦亡和铁死亡同时发生。

有学者发现 P2X7 受体可能通过促进 Treg 或

Th17、M1或M2型细胞因子的释放，以促进炎症微环境

的形成，参与免疫细胞分化［30］；P2X7受体还被证明在皮

肤和肠固有层的先天性和适应性Th17免疫应答的发育

中发挥作用。这提示，本研究中钙稳态失调介导Beta1

毒素引发空肠组织中多个炎性细胞因子的含量改变，可

能由P2X7受体正向调控。未来研究将通过构建P2X7

受体抑制剂处理的小鼠模型，在体内水平进一步证实

P2X7受体通过引起钙稳态失调在Beta1毒素致机体炎

性损伤中的调控作用，为寻找Beta1毒素的潜在治疗药

物提供更为充分的理论依据。另外，本研究尚未探讨

P2X7受体蛋白过表达对通路的潜在影响。鉴于P2X7

受体自身的细胞毒性，其表达水平可能是决定细胞命运

即触发炎症还是死亡的关键因素。未来将进一步验证

以下科学问题：P2X7受体过表达是否会加剧钙离子内

流、ROS生成及炎性因子释放？细胞是否通过内源性调

控机制限制P2X7受体过度表达？证实这些机制后，不

仅能完善Beta1毒素致病的分子网络，还可为靶向治疗

提供新维度（如干预P2X7受体的上游调控通路）。基于

此，未来研究将在体外构建P2X7受体过表达模型，并结

合动物实验评估表达水平与病理损伤的相关性，同时探

索联合抑制P2X7受体及其上游因子的治疗潜力。

综上所述，本研究发现P2X7受体介导Beta1毒素

在膜上成孔导致Ca2+的大量流入和强烈的钙蛋白酶激

活，从而引发胞内钙稳态失调，进而导致ATP合成过度、

ROS大量积累，诱导细胞焦亡和铁死亡同时发生，升高

胞内炎性因子水平，最终导致机体炎性损伤。鉴于

P2X7受体的靶向生物制剂已经在多种炎性疾病的病理

机制中发挥有效治疗作用，本研究为P2X7受体可能成

为Beta1毒素引起的疾病的潜在治疗靶点的观点提供

了一定的理论基础。
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